La electroforesis 


La electroforesis es una herramienta ampliamente utilizada en biotecnología, medicina y 
ciencias biológicas para separar, identificar y analizar moléculas como proteínas, ácidos 
nucleicos y otros compuestos basados en su tamaño y carga eléctrica. En este texto 
examinaremos los conceptos fundamentales, variedades y usos de la electroforesis, además 
de su relevancia en la investigación biomédica y la industria biotecnológica. 


Principio básico 


La técnica de electroforesis funciona porque las biomoléculas poseen una carga eléctrica 
intrínseca, la cual puede ser positiva o negativa. Al aplicar un campo eléctrico a una mezcla 
de moléculas, los cationes se desplazan hacia el cátodo y los aniones hacia el ánodo. La 
carga eléctrica, el tamaño y la forma de las moléculas son factores que determinan la 


velocidad a la que migran. 
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Electroforesis en gel de agarosa 


La separación de ácidos nucleicos (ADN y 
ARN) por tamaño y carga eléctrica se logra 
mediante el uso de la técnica de electroforesis 
en gel de  agarosa. Esta forma de 
electroforesis se usa mucho en estudios 
genéticos y en la identificación de 
enfermedades genéticas. 


Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) 


La separación de proteínas de acuerdo con su tamaño y carga eléctrica se logra mediante 
el uso de gel de poliacrilamida en la electroforesis. Este método de separación de moléculas 
se utiliza frecuentemente en estudios de proteínas y en la identificación de proteínas. 


Método de preparación de geles de poliacrilamida y tinción de Coomassie. 
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1. Se coloca la mezcla: Separado y se deja 
polimerizar. 


2. Ya polimerizado se retira el iso-propanol y se 
coloca la mezcla concentradora. 


3. Se abrocha el cassette en los electrodos y se 
coloca el buffer de corrida. 


4, Se coloca la tapa, se conecta y se programa a 
la fuente de poder. 


5. Se retira el gel y se tiñe con Coomassie toda 
la noche. Al retirar del Coomassie se lava para 
quitar el exceso y se escanea con un 
densitómetro. 


Electroforesis capilar 


La separación de moléculas pequeñas como péptidos y oligonucleótidos se logra mediante 
la técnica de electroforesis capilar en un tubo capilar. Este tipo de electroforesis se utiliza 
ampliamente en la investigación de péptidos y oligonucleótidos. 
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Electroforesis en dos dimensiones (2D) 


La separación de proteínas según su carga eléctrica y tamaño se logra mediante el uso de 
la técnica de electroforesis en dos dimensiones. Este tipo de técnica de separación de 
biomoléculas se emplea comúnmente en la investigación de proteínas y en la identificación 
proteómica. 
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En papel, para aminoácidos u otras moléculas pequeñas; en soportes similares 
(especialmente, acetato de celulosa), para proteínas. 


En gel de almidón o de agarosa, para proteínas y especialmente para ácidos nucleicos. Casi 
siempre el tampón cubre el gel (para evitar que se seque debido al calentamiento sufrido al 
pasar la corriente), denominándose por ello "electroforesis submarina ". 


El soporte se impregna por capilaridad de disolución tampón, que disuelve la muestra y 
mantiene el contacto eléctrico. 


Se aplica la muestra depositándola (con pipeta o un aplicador específico) como una gota 
sobre el soporte (papel, acetato de celulosa) o dentro de un " pocillo " creado en el gel. 


Vertical 


Se usa casi exclusivamente con gel de poliacrilamida (más resistente físicamente, no se 
desliza), para proteínas o para ácidos nucleicos de pequeño tamaño. 


El gel puede rellenar tubos de vidrio (este formato ya apenas se usa) o estar contenido 
entre 2 placas rectangulares. 


Contacto eléctrico y disolvente gracias al tampón que embebe el gel y llena las cubetas o 
compartimentos del ánodo y cátodo. 


La muestra se deposita con micropipeta llenando un " pocillo " creado al polimerizar el gel. 


En cuanto a la composición del gel hay dos variantes: electroforesis continua (un solo tipo 
de gel) y electroforesis discontinua (2 tramos de gel de composición ligeramente diferente). 
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. bandas en las que se separan los componentes 
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Isoelectroenfoque 


(También se llama enfoque isoeléctrico o IEF, de isoelectrofocusing). Se trata de una 
variante de electroforesis en la que el gel (poliacrilamida) posee un gradiente de pH fijado 
en su estructura. Esto se consigue incluyendo en su preparación moléculas ¡onizables con 
valores de pK diferentes, enlazadas de forma covalente al polímero que forma el gel. Como 
consecuencia, al avanzar los componentes de la muestra a lo largo del gel se van 
encontrando con entornos de pH diferente, y eventualmente alcanzan una región en la cual 
el pH local es igual al punto isoeléctrico de la molécula y, en consecuencia, ésta detiene su 
avance. Se alcanza, pues, un equilibrio y se consigue la separación de los componentes de 
la muestra de acuerdo con su punto isoeléctrico, que además se puede medir, pues se 
conoce la geometría del gradiente de pH fijado al gel. 
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1. Proteína con punto isoeléctrico de 6.5 (pI=6.5) 

2. Gradiente de pH inmovilizado 

5. Su carga hace que las moléculas de proteína se desplacen en el campo eléctrico 
7. La carga hace que las moléculas de proteína sigan desplazándose 

3. En un entorno de pH > pl, la proteína tiene carga negativa 

4. En un entorno de pH < pl, la misma proteína tiene carga positiva 


6. Al moverse, cambia el pH de su entorno, con lo que la proteína va perdiendo 
carga neta 


8. Al alcanzar un entorno con pH = pl, la proteína ya no tiene carga neta y no se 
mueve más 


Proceso de electroforesis 


A continuación, detallaremos el procedimiento de electroforesis: 


Preparación de la muestra: implica extraer las moléculas biomoleculares deseadas y 
luego purificarlas. 


. Preparación del gel: se prepara el gel de agarosa o poliacrilamida de acuerdo con 
el tipo de electroforesis y se introduce en un equipo de electroforesis. 

e Carga de la muestra: se introduce la muestra en el gel, normalmente en una 
rendija o hueco. 

e. Aplicación del campo eléctrico: un campo eléctrico se aplica al gel a través de un 
equipo de electroforesis que incluye un ánodo y un cátodo. 

. Separación de las moléculas: las biomoléculas se separan basándose en su carga 
eléctrica y tamaño, moviéndose hacia el extremo opuesto. 

e. Visualización de los resultados: la observación de los resultados se lleva a cabo 
a través de técnicas de tinción, como la tinción con bromuro de etidio o plata, o a 
través de la detección de fluorescencia. 


Análisis de los resultados 


La interpretación de los resultados de la electroforesis incluye: 


e Análisis de las bandas: las muestras de electroforesis se observan como bandas o 
manchas en el gel. La ubicación de una banda revela información sobre el tamaño y 
la carga eléctrica de la molécula, mientras que la intensidad de la banda revela la 
cantidad de moléculas presentes. 


Identificación de las moléculas: se logra al comparar sus patrones de migración 
con patrones de referencia conocidos. Se pueden emplear métodos de secuenciación 
para identificar la secuencia de aminoácidos o nucleótidos en las moléculas. 
Cuantificación de las moléculas: se mide la intensidad de las bandas para 
determinar la cantidad de moléculas presentes. Se pueden emplear métodos de 
Western blot para la cuantificación de proteínas también. 


Aplicaciones de la electroforesis 


La electroforesis se utiliza en diversos ámbitos, como: 


Identificación y medición de proteínas en muestras biológicas: análisis de 
proteínas. 

Evaluación de ácidos nucleicos: detección y medición de ácidos nucleicos en 
muestras biológicas. 

Diagnóstico médico: identificación de enfermedades genéticas y cáncer. 
Desarrollo de vacunas: descubrimiento y extracción de antígenos. 
Biotecnología: fabricación de proteínas recombinantes y distintos productos 
biotecnológicos. 


Aplicaciones de la electroforesis en la investigación biomédica 


La electroforesis se emplea en: 


Identificación de biomarcadores: encontrar biomarcadores de enfermedades, 
como proteínas o ácidos nucleicos específicos presentes en muestras biológicas de 
pacientes con una enfermedad específica. 

Análisis de la expresión génica: estudiar la expresión genética en diversos tejidos 
o células, lo que posibilita comprender la regulación de los genes en distintas 
situaciones. 

Desarrollo de terapias: creación de tratamientos personalizados para pacientes 
que padecen enfermedades genéticas o cáncer. 


Aplicaciones de la electroforesis en la industria biotecnológica 


La electroforesis se utiliza en: 


Producción de proteínas recombinantes: generación de proteínas 
recombinantes para la fabricación de fármacos y vacunas. 

Desarrollo de productos biotecnológicos: creación de productos como kits de 
diagnóstico y reactivos para investigación biomédica. 

Control de calidad: supervisar la calidad de los productos biotecnológicos, 
garantizando que cumplan con los niveles de pureza y seguridad requeridos. 


La electroforesis es una técnica analítica versátil y potente con numerosas aplicaciones en 
la investigación biomédica y la industria biotecnológica. Confiamos en que esta serie de 
artículos haya presentado una visión detallada de los fundamentos, variedades y usos de la 
electroforesis. 


La electroforesis suena como un concepto de laboratorio, esta técnica científica está más 
presente en nuestra vida de lo que imaginamos. 


e Desde los hospitales, donde se utiliza para diagnosticar enfermedades y 
desarrollar nuevos medicamentos, hasta los laboratorios forenses, donde ayuda a 
resolver crímenes, la electroforesis es una herramienta fundamental. 

e Enla industria alimentaria, garantiza la calidad de los productos que consumimos, 
mientras que, en la investigación, nos permite entender mejor el funcionamiento de 
los seres vivos. la electroforesis es un pilar invisible que sostiene muchos de los 
avances científicos y tecnológicos que disfrutamos hoy en día. 


¿Cómo funciona la electroforesis en las pruebas de paternidad? 


Al igual que las huellas dactilares, el perfil de ADN de cada individuo es único, excepto en 
el caso de gemelos idénticos. Al analizar varios marcadores genéticos, la probabilidad de 
que dos personas no relacionadas tengan perfiles de ADN idénticos es extremadamente 
baja. 


Extracción de ADN: Se obtienen muestras de sangre, saliva o células de la mejilla del 
padre presunto, de la madre y del hijo. De estas muestras se extrae el ADN. 


Amplificación del ADN: Se utilizan técnicas como la PCR para copiar y amplificar pequeñas 
secciones del ADN, llamadas marcadores genéticos, que son únicas para cada individuo. 


Corte del ADN: Se utilizan enzimas de restricción para cortar el ADN en fragmentos de 
diferentes tamaños. 


Electroforesis: Los fragmentos de ADN se colocan en un gel y se aplica una corriente 
eléctrica. Los fragmentos más pequeños se mueven más rápido a través del gel que los más 
grandes, creando un patrón característico. 


Comparación de patrones: Los patrones de bandas de ADN del padre presunto, la madre 
y el hijo se comparan. Si el hijo ha heredado la mitad de sus marcadores genéticos del padre 
presunto, se puede establecer una relación de paternidad. 


Cómo se utiliza la electroforesis en la industria alimentaria: 
Identificación de especies: 


e Carnes: La electroforesis permite comparar el perfil proteico de la muestra con 
patrones de referencia para determinar la especie de origen. 

e. Pescados y mariscos: Si un producto está etiquetado como bacalao, pero en 
realidad es otra especie más barata, la electroforesis lo revelará al analizar el ADN 
mitocondrial. 


Detección de adulteraciones: 


e Lácteos: ¿Contiene leche de soja un producto etiquetado como 100% leche de vaca? 
La electroforesis de las proteínas de la leche puede detectar la presencia de proteínas 
de soja. 

e Carnes procesadas: ¿Se ha añadido carne separada mecánicamente a una 
salchicha? Esta técnica permite identificar la presencia de tejidos conectivos y 
aditivos. 


Análisis de alérgenos: 


e Productos horneados: ¿Contiene gluten un producto etiquetado como sin gluten? 
Se puede detectar trazas de proteínas del gluten, protegiendo a personas con 
celiaquía. 

e Frutos secos: ¿Hay trazas de frutos secos en un producto etiquetado como sin 
frutos secos? Se identifican proteínas características de cada tipo de fruto seco. 


Control de calidad: 


e Maduración de frutas: evaluación de los cambios en las proteínas durante la 
maduración de frutas como el plátano, lo que ayuda a determinar el momento óptimo 
de cosecha. 

. Fermentación de productos lácteos: Permite monitorear los cambios en las 
proteínas durante la producción de quesos y yogures, asegurando la calidad y 
consistencia del producto final. 


Detección de OGM: 


e Soja: ¿Contiene un alimento soja transgénica? detección de la presencia de 
secuencias de ADN características de los organismos modificados genéticamente. 


¿Por qué es tan útil la electroforesis en la industria alimentaria? 


e. Especificidad: Identifica moléculas específicas con alta precisión. 

. Sensibilidad: Detecta pequeñas cantidades de sustancias. 

e Rapidez: Los análisis pueden realizarse en un tiempo relativamente corto. 
e Versatilidad: Se aplica a una amplia gama de alimentos y analitos. 
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